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RESUMO

ORTOLAN, Sarah Romani, Magister Scientiae, Universidade Estadual do Oeste do Parana,
Julho — 2015. Avaliacdo de parametros do metabolismo de carbono e nitrogénio e de
respostas ao estresse na associacdo de trigo com a bactéria Herbaspirillum seropedicae.
Orientador: Antonio Carlos Torres da Costa. Coorientadores: Marise Fonseca dos Santos e
Vandeir Francisco Guimaré&es.

O trigo é considerado o principal cereal da dieta da populagdo mundial, entretanto nos ultimos
anos tem se obtido pouco ganho de produtividade desta cultura apesar de se ter aumentado o
uso de fertilizante nitrogenado. O uso de bactérias promotoras do crescimento vegetal, como
Herbaspirillum seropedicae SmR1 entre outras, tem sido estudado para se obter
desenvolvimento de plantas com menor uso de fertilizantes nitrogenados. Entretanto existem
poucas informag6es que relacionam os efeitos desta interacdo no desenvolvimento da planta e
de produtividade de grdos. Objetivo deste trabalho foi avaliar o metabolismo de carbono e
nitrogénio atraves de algumas enzimas, metabolitos e indices relacionados a resposta ao estresse
infeccioso em trigo das cultivares CD 104 e CD 120 em associacdo com a bactéria
Herbaspirillum seropedicae em dois estadios fenoldgicos. Foram realizados dois experimentos.
O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente ao acaso, com 4 repeti¢es, em
esquema fatorial 4x2. O primeiro fator refere-se as condi¢des de inoculacdo com bactéria e/ou
fertilizag&o nitrogenada em cobertura, sendo: controle, sem inoculagdo com bactéria ou adigéo
de fertilizante nitrogenado (C); aplicacdo de fertilizante nitrogenado (50 kg.ha™) ap6s 30 dias
da semeadura (N); inoculagdo de 10° células da bactéria H. seropedicae/semente na
semeadura (Hs) e inoculacdo com a bactéria combinada com a aplicacdo de fertilizante
nitrogenado (Hs + N) e o segundo fator refere-se aos estadios fenologicos (perfilhamento e
emborrachamento). Os resultados indicaram que a inoculagdo com H. seropedicae em
sementes de trigo das cv.s CD 104 e CD 120 nos dois estadios fenoldgicos responderam em
relacdo aos indices relacionados ao estresse com envolvimento das enzimas do metabolismo
de carbono e nitrogénio. Entretanto ndo foi percebido efeito proeminente de promocao do
crescimento vegetal no final do desenvolvimento do trigo, tampouco efeito deletério da
inoculagéo de bactéria para a cv. CD 104, nas condi¢des experimentais. Para a cv. CD 120 os
efeitos diferenciais indicam menor nivel de estresse e algum nivel de associacdo para efeito
positivo na produtividade quando combinada a inoculacdo da bactéria com a fertilizacdo
nitrogenada. Foi possivel concluir que assim como para agentes patogénicos e estressantes, a
H. seropedicae, capaz de associar beneficamente com trigo também apresenta padrdo
semelhante de interferéncia do metabolismo de carbono e nitrogénio e indices de estresse.
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ABSTRACT

ORTOLAN, Sarah Romani, Magister Scientiae, Universidade Estadual do Oeste do Parana,
July — 2015. Evaluation of carbon and nitrogen metabolism parameters and responses to
stress in wheat association with bacteria Herbaspirillum seropedicae. Advisor: Antonio
Carlos Torres da Costa. Co-Advisors: Marise Fonseca dos Santos and Vandeir Francisco
Guimaraes.

Wheat is considered the main cereal diet of the world population, but in recent years has
achieved some gain in productivity of this culture despite having increased the use of nitrogen
fertilizer. The use of plant growth promoting bacteria such as Herbaspirillum seropedicae
SmR1 among others has been studied to obtain development of plants with less use of
nitrogen fertilizers. However there is little information relating the effects of this interaction
in plant development and grain yield. Objective of this study was to evaluate the carbon and
nitrogen metabolism by certain enzymes, metabolites and indices related to the response to
infectious stress on the wheat cultivars CD 104 and CD 120 in association with
Herbaspirillum seropedicae bacteria. Two experiments were conducted. The experimental
design was completely randomized with four replications in a 4x2. The first factor relates to
the conditions inoculation with bacteria and/or nitrogen source in coverage are: control
without inoculation with bacteria or added nitrogen fertilizer (C); application of nitrogen
fertilizer (50 kg.ha™) 30 days after sowing (N); inoculation with 10° cells of the bacterium H.
seropedicae/seed at planting (Hs) and inoculation with bacteria combined with the application
of nitrogen fertilizer (Hs + N) and the second factor refers to the phenological stages (tillering
and booting). The results indicated that inoculation with H. seropedicae in wheat seeds of cv.s
CD 104 and CD 120 in the two growth stages answered in relation to the indices related to
stress with the involvement of enzymes of carbon and nitrogen metabolism. However
prominent effect was not noticed to promote plant growth of wheat in late development, nor a
deleterious effect of the bacterium for inoculation cv. CD 104 under the experimental
conditions. For cv. CD 120 the differential effects indicate lower levels of stress and some
level of association to positive effect on productivity when combined inoculation of bacteria
to nitrogen fertilization. It was concluded that as well as pathogenic and stressors, H.
seropedicae able to beneficially associate with wheat also provides similar interference
pattern of carbon and nitrogen metabolism and stress levels.

Keywords: Plant growth promoting bacteria. Glutamine synthetase. Glutamate
dehydrogenase. Isocitrate dehydrogenase. Proline. Phenylalanine ammonia lyase.
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1- INTRODUCAO

O trigo (Triticum aestivum L.) constitui uma das bases da dieta humana, sendo,
portanto de grande interesse agronémico o estudo de fatores que contribuam no baixo custo e
alta produtividade desta cultura. Durante o ultimo século o incremento de produtividade teve
como principal fator a utilizacdo excessiva de fertilizantes nitrogenados (HIREL et al., 2011).

Para que haja aumento na produtividade e também no contetdo proteico deste cereal,
deve haver um aumento da absor¢do de nitrogénio inorganico (SAUBIDET et al., 2002;
DIAZ-ZORITA e FERNANDEZ-CANIGIA, 2009). Isso estd relacionado a um aumento
proporcional na utilizacdo de fertilizantes nitrogenados, j& que depois da agua, o nitrogénio
vem a ser o nutriente que mais limita a produtividade de trigo, considerado o elemento
mineral mais abundante nas plantas, fazendo parte da composi¢do de moléculas e inUmeras
enzimas (DONATO e ANDRADE, 2004).

A aplicagdo excessiva de fertilizante nitrogenado leva principalmente a graves
consequéncias ambientais negativas (ROBERTSON e VITOUSEK, 2009), sendo que cerca de
65% do adubo nitrogenado € perdido no sistema solo-planta através das emissdes gasosas,
escoamento, erosao e lixiviagao, causando severo impacto ambiental (BHATTACHARJEE et
al., 2008) o que aumenta o gasto na producdo deste cereal.

Devido aos custos ambientais e econémicos gerados pela fertilizagdo nitrogenada, tem
se estimulado a busca de novas alternativas que venham a diminuir a utilizacao de fertilizante,
mas sem afetar a diminuicdo da producdo. Uma das alternativas € a utilizacdo de bactérias,
que além de fixar nitrogénio podem promover o crescimento vegetal (Plant Growth
Promoting Bacteria — PGPB) (RONCATO-MACCARI et al., 2003), por meio de processos
como sintese de fitohorménios (auxinas e citocininas), promocdo da absor¢do de compostos
para o crescimento da planta, tais como fosfato e ferro (SPAEPEN et al., 2008; FARINA et
al., 2012; ROJAS-TAPIAS et al., 2012), e de promoverem também o crescimento de cereais,
quando estdo sobre condi¢des abidticas de estresse (EGAMBERDIEVA e KUCHAROVA,
2009).

A eficiéncia da interacdo associativa varia entre cultivares de uma espécie de planta e
é dependente de varios fatores. Ja tendo sido observado para milho (ROESCH et al., 2006),
trigo (SALA et al., 2005), arroz (MANO e MORISAKI, 2008) e cana-de-acucar (MUNOZ-
ROJAS e CABALLERO-MELLADO, 2003) diferentes respostas dos genoétipos frente a

interacdo associativa. Entretanto, poucos estudos existem a cerca da expressdo e atividade de



enzimas do metabolismo de nitrogénio e carbono nos diferentes gendtipos e tampouco as
diferentes respostas sob a condicdo de interacdo associativa com bactérias.

A bactéria Herbaspirillum seropedicae tem um potencial de associacdo intima com
cereais (RONCATO-MACCARI et al., 2003) e essa associacdo intima e benéfica, como para
outras bactérias e também fungos micorrizicos requer reconhecimento mutuo e coordenacgao
de respostas da planta e do micro-organismo (ZAMIOUDIS e PIETERSE, 2012). Plantas
quando inoculadas com PGPB, tem habilidade para adquirir estado de inducdo de resisténcia
sistémica (Induced Systemic Resistance - ISR) a patdgenos, preparando o sistema imune inato
da planta, conferindo resisténcia uma grande variedade de patdgenos, minimizando impacto
no crescimento e rendimento (VAN HULTEN et al., 2006). As plantas respondem e percebem
sinais de estresse, tal como, seca, salinidade, calor, herbivoria e patdégenos (HIRT, 2009), e
apresentam respostas comuns, incluindo a producdo de certas proteinas e ajustamento do
metabolismo primario (ZELICOURT et al., 2013 ).

A associacdo entre plantas e bactérias promotoras do crescimento vegetal s&o alvos de
estudo (CAKMAKCI et al., 2014). Por isso se faz necessario conhecer melhor e investigar
essa interacdo e como ela pode interferir no metabolismo de carbono e nitrogénio e se esta
causa de alguma maneira uma situacdo de estresse a planta ao longo do seu desenvolvimento.
Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi avaliar o metabolismo de carbono e nitrogénio
através de algumas enzimas, metabdlitos e indices relacionados a resposta ao estresse infeccioso
em trigo das cultivares CD 104 e CD 120 em associacdo com a bactéria Herbaspirillum

seropedicae em dois estadios fenoldgicos.



2 - REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 - Bactérias promotoras do crescimento vegetal (BPCV)

O solo esta cheio de formas microscopicas de vida, como bactérias, fungos,
actinomicetos, protozoarios e algas, dentre estes, as bactérias sdo 0S micro-organismos mais
comuns (GLICK, 2012). Tem se tornado conhecido durante algum tempo que o solo apresenta
uma grande quantidade de bactérias (aproximadamente cerca de 10% a 10° células por grama
de solo) e que o numero de células bacterianas que sdo cultivaveis em solo é de apenas cerca
de 1% do numero total de células presente (SCHOENBORN et al., 2004).

Independentemente da quantidade de bactérias em uma amostra de solo, as bactérias
podem afetar as plantas de trés maneiras (GLICK, 2012). A partir da perspectiva da planta, a
interacdo entre as bactérias do solo e das plantas podem ser benéficas, prejudiciais ou neutras
(LYNCH, 1990). Um exemplo dessas bactérias que estdo presentes no solo e sdo capazes de
interagir beneficamente com plantas, sdo as bactérias promotoras do crescimento vegetal
(PGPB) (BASHAN e HOLGUIN, 1998) que estdo associadas com muitas ou se nao todas, as
espécies de plantas, e s&o comumente encontradas em varios ambientes (COMPANT et al.,
2005).

No grupo das PGPB e que utilizam 0 mesmo mecanismo de promogé&o de crescimento
vegetal, podemos incluir aquelas que sao de vida livre, que vivem em relagbes simbioticas
especificas com plantas, bactérias endofiticas que colonizam internamente algum ou uma
porcdo de tecido de uma planta e as cianobactérias (GLICK, 2012). Essas bactérias podem
promover o crescimento vegetal de duas formas, diretamente, geralmente por facilitarem a
aquisicdo de recursos ou modulacao nos niveis de horménios vegetais, ou indiretamente, pela
diminuicdo dos efeitos inibidores de varios agentes patogénicos no crescimento e
desenvolvimento da planta, atuando assim como bactérias biocontrole (GLICK, 1995;
AHMAD et al., 2008).

Os mecanismos de biocontrole dessas bactérias sdo amplamente conhecidos, como
competicdo por um nicho ecoldgico ou substrato, producdo de aleloquimicos inibitdrios e
inducdo de resisténcia sisttmica em plantas hospedeiras para um amplo espectro de agentes
patogénicos (GLICK, 1995; HAAS et al., 2000; BLOEMBERG e LUGTENBERG, 2001;
LUGTENBERG et al., 2001; HAAS et al., 2002; RYU et al., 2004) e/ou estresses abibticos
(NOWAK e SHULAEV, 2003; MAYAK et al., 2004).



2.1.1 - Herbaspirillum seropedicae

Herbaspirillum, é um género afiliado filogeneticamente ao Betaproteobacteria
(ROTHBALLER et al., 2006). Esta foi descrita primeiramente como a espécie Herbaspirillum
seropedicae, sendo a primeira espécie endofita a ser identificada (BALDANI et al., 1986).
Depois deste evento, outros membros do género foram incluidos como a H. rubrisubalbicans
(BALDANI et al., 1996), H. frisingense (KIRCHHOF et al., 2001) e a H. lusitanum
(VALVERDE et al., 2003). Outras novas espécies de bactérias diazotréficas endofiticas
também foram descritas, como H. hiltneri, isolada de plantas de trigo (ROTHBALLER et al.,
2006).

Dentre os organismos que foram listados até o momento, todos apresentam a capacidade
de fixar N, atmosférico, mas conforme os Ultimos dados taxondmicos, ndo se pode mais
considerar uma caracteristica comum dentro do género Herbaspirillum. Ha outras bactérias
que foram incluidas no género Herbaspirillum por causa de seu parentesco bioquimico e
filogenético (SCHMID e HARTMANN, 2003), apesar de a maioria dos isolados ndo fixarem
N e ndo serem de origem vegetal (H. chlorophenolicum, H. putei, H. autotrophicum e H.
huttiense), destas, somente a H. putei, apesar de ndo fixar N em condi¢Ges laboratoriais,
apresentou o gene nifH (ROTHBALLER et al., 2006).

Em relacdo as espécies colonizadoras de raizes do género Herbaspirillum, estas foram
detectadas ndo apenas na surperficie da raiz, mas também intra e intercelularmente
(ROTHBALLER et al., 2006), demostrando assim que parecem preferir as plantas da familia
das gramineas como hospedeiro, apesar de terem sido encontradas em outras espécies
(BALDANI e BALDANI, 2005). Quanto ao isolamento de estirpes de H. rubrisubalbicans e
H. seropedicae inoculadas em solo foi demonstrado que é possivel se isolar essas estirpes,
somente na presenca da planta hospedeira, provavelmente devido a liberacdo de substancias
promotoras de crescimento na rizosfera, proporcionado pelas plantas (OLIVARES et al.,
1996; BALDANI e BALDANI, 2005).

Herbaspirillum seropedicae ¢ uma bactéria diazotréfica, gram-negativa e que € capaz de
estabelecer associacdes endofiticas (BALDANI et al., 1997), pode ser isolada de muitas
gramineas, tais como sorgo, milho, arroz, cana-de-acUcar e de varias plantas forrageiras
cultivadas no Brasil, assim também como o trigo (BALDANI e BALDANI, 2005).



2.2 - Metabolismo de Carbono e Nitrogénio em Plantas

O nitrogénio € um componente importante das proteinas que constroi células materiais
e tecidos de plantas (MOKHELE et al., 2012), sendo requerido para sintese de aminoacidos,
acido nucleicos, proteinas, clorofilas, lipideos e uma grande variedade de moléculas que
contétm N em sua estrutura (KUSANO et al., 2011). A assimilacdo de nitrogénio em
esqueletos de carbono representa um processo fisiolégico de grande importancia para o
crescimento e desenvolvimento da planta. O nitrogénio inorganico pode ser assimilado em
aminoacidos, como glutamato, glutamina, asparagina que sao responsaveis por desempenhar
um papel crucial como compostos transportadores de N em plantas (LEA e MIFLIN, 2003).

Estudos atualmente indicam que as plantas possuem um mecanismo intrinseco de
regulacdo que é capaz de coordenar a capacidade de assimilagdo de nitrogénio com o
metabolismo de carbono, disponibilidade de nutrientes e outros fatores ambientais, e as
exigéncias colocadas pelo desenvolvimento e crescimento da planta. Por isso, a
disponibilidade de substratos, metabodlitos e produtos sdo importantes contribuintes para
controlar a expressdo de genes e atividade de enzimas-chave, permitindo a coordenacdo de
assimilacdo de carbono (C) e nitrogénio (N). Esse controle da interacdo de C e N constitui
uma rede muito complexa, envolvendo sinais que sdo emanados a partir de nitrato, amonio e
conteldos de metabdlitos de nitrogénio, como glutamato, glutamina e aspartato, bem como
sinais do metabolismo de C (STITT e KRAPP, 1999; CORUZZI e ZHOU, 2001; MILLER et
al., 2008).

Além disso, o carbono (C) e o metabolismo de N estdo firmemente coordenados nos
processos fundamentais que permitem o crescimento da planta, como por exemplo, a
fotossintese e a absorcdo de N (CORUZZI e BUSH, 2001; THUM et al., 2003;
URBANCZYK-WOCHNIAK e FERNIE, 2005; GUTIERREZ et al., 2007).

Interacbes complexas através de redes de vias bioquimicas de metabdlitos estdo
presentes em muitos aspectos do metabolismo de N, envolvendo absor¢édo e regulacdo e sua
reducdo e sinalizacdo de N, metabolismo e transporte de aminoacidos, interacGes entre o
metabolismo N e C e a translocacao e remobilizacdo de nitrogénio (SCHEIBLE et al., 2004;
DIAZ et al., 2008; MILLER et al., 2008; VIDAL e GUTIERREZ, 2008; KROUK et al.,
2010). Alguns metabdlitos primarios como (aminoacidos, aglcares e acidos organicos) tal
como metabdlitos secundarios (fenilpropanoides) sdo componentes de redes complexas de

vias bioguimicas no metabolismo da planta (KUSANO et al., 2011).



2.2.1 - Enzimas do metabolismo de carbono e nitrogénio

Em trigo, sdo realizados varios estudos fisiologicos e agrondmicos para identificar os
passos limitantes para controle da absor¢do de N, assimilacdo e reciclagem durante o
crescimento e desenvolvimento da planta (KICHEY et al., 2006; LOPES et al., 2006). Dentre
as enzimas que fazem parte do metabolismo de carbono e nitrogénio estdo, glutamina
sintetase, glutamato desidrogenase NAD(H) dep e a isocitrato desidrogenase NADP(H) dep.

Na literatura ja estd bem estabelecido que plantas superiores fazem assimilacdo de
nitrogénio inorganico em organico através da reacdo catalisada pela enzima glutamina
sintetase (GS, E.C. 6.3.1.2). A enzima GS catalisa a condensacao dependente de ATP de ions
amonio com acido glutamico produzindo glutamina (CREN e HIREL, 1999; BARKER e
BRYSON, 2007; TAIZ e ZEIGER, 2009). Esta enzima funciona associada a enzima
glutamato-2-oxaloglutarato aminotransferase, também conhecida como glutamato sintetase
(Fed-GOGAT, E.C. 1.4.7.1 ou NADH-GOGAT, E.C. 1.4.7.1.4) (ABIKO et al., 2005).

Nas células das plantas superiores, a assimilacdo de nitrogénio é compartimentada
entre o citosol e o cloroplasto, em relacédo a diferentes fontes de amonio. As fontes primarias
de aménio incluem a captagdo direta de amonio (NH,") através do solo e vinda reducéo de
nitrato e N, atmosférico, sendo este altimo feito por micro-organismos fixadores no interior
da planta. As fontes secundarias consistem do catabolismo de aminoacidos seguido pela
degradacdo de proteina, ciclo da fotorespiracdo de nitrogénio e a producdo de aménio pela
fenilalanina aménia liase e asparagina (BERNARD e HABASH, 2009).

Na maioria das espécies de plantas, a GS ocorre como uma isoforma isolada em
plastidios (GS2) e de trés a cinco isoformas localizadas no citosol (GS1) (SWARBRECK et
al., 2011; THOMSEN et al., 2014). A GS1 citossolica é muito importante em raizes,
principalmente na assimilacio primaria de NH,", e também para reassimilagdo e reciclagem
do NH;" que é gerado durante a degradacdo da proteina em folhas ou em processos
catabdlicos particularmente importantes na necessaria mobilizagdo do nitrogénio para 0s
grdos em desenvolvimento. Enquanto que o papel principal atribuido da GS2 estd na
reassimilacdo da NH," oriunda da fotorespiracdo nos cloroplastos e assimilacio da NH4"
derivada da reducdo de NO3™ nos plastidios (WALLSGROVE et al., 1987; THOMSEN et al.,
2014). Estudos mostraram que a GS2 é predominante no mesofilo das folhas, durante o estado
vegetativo (fora do periodo reprodutivo) e seu nivel decresce como progresso da senescéncia
e degradacédo dos cloroplastos (BERNARD et al., 2008).



Em trigo foram estudadas as isoformas de GS e foram detectadas 10 sequéncias de
GS, sendo destas trés GS2 (a, b e ¢) e trés GS1 (a, b e c). Foi observada também que em
folhas maduras de trigo o transcrito de GS2 e da proteina mudam coordenadamente,
sugerindo que a principal forma de regulacdo de GS2 ¢é a nivel de RNA mensageiro
(BERNARD et al., 2008).

A atividade da GS depende da fonte de nitrogénio fornecido para a planta: ions nitrato
(NO3) ou ions aménio (NH,"). Este tltimo elevaria os niveis de GS na raiz, mas este aumento
ndo é intenso, pois a atividade da enzima depende da GOGAT e é dependente do
fornecimento continuo de fonte de carbono e energia na forma de ATP. O fornecimento de
fonte de energia viria de células fotossintetizantes ou da respiracdo celular. A fonte de
carbono é controversa. O 2-oxoglutarato ou a-cetoglutarato (2-OG) substrato da GOGAT tem
origem discutida na literatura. As possibilidades de origem deste metabdlico sdo diversas,
podendo se originar das enzimas isocitrato desidrogenase NAD dep (mitocondrial), da
isocitrato desidrogenase NADP dep citoplasmética ou plastidial, da acdo da enzima aspartato
aminotransferase AspAT (HODGES, 2002) ou de glutamato desidrogenase NAD dep
(ROBINSON et al., 1991). Ha indicacdo de que, a isocitrato desidrogenase seja a principal
fonte de carbono para a fixagdo (GALVEZ et al., 1999). Além disso, essa enzima esta
envolvida na producdo de NADPH, que é um poder redutor que pode promover resisténcia em
situacOes de estresse oxidativo (MHAMDI et al., 2010).

A enzima glutamato desidrogenase é responsavel por catalisar in vitro, a aminagéo
reversivel do 2-oxoglutarato ou a-cetoglutarato (2-OG) para glutamato (Glu) (PURNELL et
al., 2005).

Antes da descoberta do ciclo da glutamina sintetase/glutamato sintetase (GS/GOGAT),
a glutamato desidrogenase em plantas vasculares era considerada a principal via de
assimilacdo de amonio (NH4"). A partir de 1974, muitas experiéncias foram feitas para definir
0 papel da GDH, mas este papel tem permanecido elusivo, devido as dificuldades na
determinacéo da direcdo da reacdo da GDH in vivo. No entanto, ha evidéncia que a GDH atua
na direcdo anabolica (na sintese de glutamato), podendo reassimilar uma pequena quantidade
de amodnio fotorespiratério e/ou auxiliar na assimilacdo de muitos amoénios ex6genos
(PURNELL et al., 2005). Entretanto se a GDH opera na direcéo catabdlica, esta enzima pode
atuar abastecendo o ciclo do &cido citrico de intermediarios para ser retirado em outro ponto
sobre condicBes de falta de carbono e/ou ajudar no balanco celular de carbono e nitrogénio
(MIFLIN e HABASH, 2002; DUBOIS et al., 2003).



A glutamato desidrogenase pode também atuar como uma enzima responsiva ao
estresse na detoxificacdo de altas concentragdes de amonia e na producdo de glutamato para
sintese de prolina sob condicdes de estresse (ZHOU et al., 2015). Entretanto, pode se esperar
que a GDH funcione no sentido de desaminacdo em tecidos que estdo convertendo
aminoacidos em compostos de transporte com uma baixa relacdo de carbono/nitrogénio, por
exemplo, na germinacéo de sementes e em folhas senescentes (MIFLIN e HABASH, 2002).

Estudos exaustivos na tentativa de elucidar o papel da GDH-NAD(H) em folhas de
tabaco indicam que esta enzima é um importante componente da regulacéo da razédo carbono e
nitrogénio, pois esta intimamente associada com a homeostase de glutamato (TERCE-
LAFORGUE et al., 2013).

A atividade da glutamato desidrogenase ja foi relacionada a resisténcia ao estresse,
como por exemplo, em folhas de tabaco, onde durante o ataque do patdgeno e por efeito de
estresse por hormdnios e espécies reativas de oxigénio a atividade foi alterada (PAGEAU et
al., 2006).

Se a origem do 2-OG for citoplasmatica em dire¢do ao cloroplasto, vindo do sentido
catabolico da GDH possivelmente a enzima que atuaria no ciclo do acido citrico seria a
isocitrato desidrogenase citoplasmatica, que é NADP-dependente (ICDH-NADP; EC
1.1.1.42). Esta é responsavel por catalisar a descarboxilacdo oxidativa da isocitrato por 2-OG
com a producéo da reducéo da coenzima NADPH (GALVEZ e GADAL, 1995).

NADPH ¢ considerado um cofator chave no redox celular homeostatico, sendo um
indispensavel doador de elétrons em diversas reacdes enzimaticas, processos de detoxificacéo,
na resposta ao estresse oxidativo e vias biossintéticas. Apesar de ndo sofrer alteracdo de
atividade na presenca de H,O,, sua atividade é reduzida na presenca de glutationa reduzida.
(LETERRIER et al., 2012). Foi observado também que na senescéncia, enquanto que a
quantidade de proteina total diminui a quantidade total expressa de ICDH-NADP permanece
estavel indicando fornecimento continuo de 2-OG o que possivelmente estd relacionado a
assimilacdo de amonio.

Em plantas superiores, a atividade desta enzima, isocitrato desidrogenase NADP-
dependente tem sido detectada e também caracterizada em distintos compartimentos
subcelulares, incluindo alguns como, citosol, mitocéndria, peroxissomos e cloroplastos
(GALVEZ e GADAL, 1995, LETERRIER et al., 2007; PASCUAL et al., 2008;
MCCARTHY-SUAREZ et al., 2011).

Um significante processo esta sendo alcancado em busca de compreender como a

ICDH-NADP esta envolvida na mobilizacdo de nitrogénio, na regulacdo redox e na resposta



para o estresse oxidativo (SCHEIBLE et al., 2000; HODGES et al., 2003; VALDERRAMA et
al., 2006; MATEQS et al., 2009; MHAMDI et al., 2010; SULPICE et al., 2010).

O amodnio (utilizado daqui em diante sem distinguir 0 gas de amonia e ions de
amonio), seja resultante da assimilagdo do nitrato ou de outras fontes secundérias, é
incorporado pela primeira vez dentro da glutamina na reacdo catalisada pela glutamina
sintetase (GS, E.C. 6.3.1.2) (TOBIN e YAMAYA, 2001).

A amobnia pode ser assimilada na glutamina ou glutamato, e estes translocam
nitrogénio organico a partir de fontes que estdo alocadas em leguminosas e ndo leguminosas,
podendo ser incorporada dentro de aminoacidos, glutamina/glutamato usando esqueletos de
carbono produzidos por outras vias metabolicas, por exemplo, a respiracdo e fotossintese
(FRECHILLA et al., 2002; ESPOSITO et al., 2005; WICKERT et al., 2007; MOKHELE et
al., 2012).

Dentro da planta, a am6nia pode ser gerada por uma diversidade de vias metabolicas,
tal como, fotorespiracdo, metabolismo de fenilpropandides, utilizacdo do transporte de
compostos nitrogenados e catabolismo de aminoacidos (HIREL e LEA, 2011; VALENTINE
etal., 2011).

2.3 - Estresse em plantas

O estresse em plantas pode ser causado de varias maneiras, através de patogenos
(PAGEAU et al., 2006), salinidade (WANG et al., 2007), niquel (GAJEWSKA e
SKLODOWSKA, 2009), radiaco, estresse hidrico e cadmio (KOVACS et al., 2014) e por
calor e seca (APRILE et al., 2013) e todas as reagdes de assimilagdo no cloroplasto, incluindo
a fixacdo do CO, que apresentarem reducdo em suas atividades. Isto leva a um acumulo de
equivalentes de reducdo, o que causara aumento da quantidade de espécies reativas de
oxigénio (reactive oxygen species — ROS). O transportador de malato e a lancadeira do
malato/aspartato do cloroplasto e a agdo das isoenzimas da malato desidrogenase transferem o
poder redutor para o citoplasma em condi¢bes de estresse (KINOSHITA et al., 2011),
podendo assim atender a atividade ICDH-NADP.

2.3.1 - Acido glioxilico

O excesso de luz, por exemplo, pode atingir de modo prejudicial a fotossintese através

dos processos como foto-inibicdo (reversivel) e foto-oxidacao (irreversivel). A foto-inibicédo
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envolve danos aos centros de reacdo, especialmente FSII, quando eles sdo sobre-excitados. O
que acontece no FSII é a perda da proteina envolvida na transferéncia de elétrons entre P680 e
PQ, a qual pode ser recuperada posteriormente. A foto-oxidacdo € um processo irreversivel e
envolve diretamente os pigmentos receptores de luz. Quando estes absorvem muita luz e
ficam muito tempo em estado molecular excitado interagem com o O,, produzindo radicais
livres, como superdéxido (O;), o qual pode destruir as membranas dos cloroplastos. Ha
algumas defesas bioquimicas, como a enzima superéxido dismutase (SOD) que remove 0S
radicais livres, mas essas defesas sdo insuficientes se a exposi¢do a alta luminosidade for
prolongada (KLUGE et al., 2015).

A fotorespiracdo € um mecanismo que as plantas realizam para mitigar os efeitos da
foto-inibicdo ou foto-oxidacdo. Na situacdo onde a concentracdo de CO, intercelular esta
reduzida, essa via é intensificada também. Glioxalato € um metabolito intermediario desta via
no metabolismo da enzima rubisco (carboxylase ribulose-1,5-bifosfato oxigenasse; E.C
4.1.1.39), ou seja, primeiramente a ribulose-1,5-bifosfato é oxigenada a glicolato-2-fosfato, o
qual serd oxidado no peroxissoma para glioxalato. O glioxalato, por sua vez sofre
transaminacao para glicina, que sera convertida em serina na mitocéndria, liberando amonia e
CO, (ALLAN et al., 2009).

Assim a fotorespiracdo em plantas C3 dissipa mais de 25% do carbono fixado. Desta
forma apresentada, a fotorespiragdo aparenta ser um processo desperdicioso. Entretanto, esse
mecanismo auxilia na mitigacdo em algumas situacfes de estresse, como altos niveis de luz,
seca e estresse salino (KOZAKI e TAKEBA, 1996; HOSHIDA et al., 2000; WINGLER et al.,
2000).

2.3.2 - Prolina

As plantas para lidar com condigbes ambientais adversas e ataques a patdgenos
desenvolveram multiplas vias de sinalizagdo (JONES e DANGL, 2006). Niveis de
metabdlitos secundarios, como por exemplo, os fenilpropandides sdo controlados devido a
estimulos ambientais (PAYYAVULA et al., 2012). Plantas também respondem ao estresse e
acumulam alteracbes nos niveis de metabolitos, tais como prolina e, certas atividades
especificas de vias metabdlicas sdo alteradas (SHARMA et al., 2011).

As plantas em seu ambiente sempre confrontam com Vvarios estresses abidticos e

bidticos. Como consequéncia as plantas para sobreviverem dependem de sua habilidade de
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rapidamente ajustar sua fisiologia, desenvolvimento e crescimento para escapar ou diminuir
0s impactos causados pelo estresse (ZELICOURT et al., 2013 ).

A prolina € um aminoacido multifuncional e também uma molécula sinalizadora que
atua como um regulador de crescimento, desencadeando uma cascata de processos de
sinalizacdo (YANG et al., 2009), atuando como um osmdlito (regulador da pressao osmética)
em plantas. Seus niveis sdo varidveis contra diferentes estresses (HARE e CRESS, 1997;
SZABADOS e SAVOURE, 2009; YANG et al., 2009; YILDIZ e TERZI, 2013).

Para as plantas, a prolina tem sido considerada importante para o metabolismo
primario, por desempenhar um papel crucial para o metabolismo celular, atuando tanto como
um componente de proteinas e como aminoacido livre (LEHMANN et al., 2010), servindo
como fonte de carbono e nitrogénio na célula (KISHOR et al., 2005). Sua acumula¢do como
um soluto tem sido descrita como em alta concentracdo relacionada a plantas de maior
tolerancia a condi¢Ges ambientais adversas incluindo alta salinidade, metais pesados, seca,
alta luminosidade e irradiacdo UV (SLEATOR e HILL, 2001; BARTELS e SUNKAR, 2005;
LEHMANN et al., 2010; KRASENSKY e JONAK, 2012).

E bem estabelecida que a maior expressdo das enzimas de sintese deste metabolito
transforma a planta em tolerante ao estresse (VENDRUSCOLO et al., 2007). Um maior nivel
de prolina em um nudmero razodvel de plantas cultivadas em estresses abidticos tem sido
extensivamente relatado e revisado (JALEEL et al.,, 2007; MANIVANNAN et al., 2007;
GIANNAKOULA et al., 2008; LEHMANN et al., 2010).

2.3.3 - Fenilpropandides

Os fenilpropanoides contribuem em todos 0s aspectos para respostas da planta em
relacdo ao estimulo bidtico e abidtico (VOGT, 2010), ndo sdo somente indicadores de
resposta de estresse em plantas sobre tratamento de agentes minerais e/ou diferentes variacoes
de luz, mas séo tambem os principais mediadores da resisténcia das plantas para pragas (LA
CAMERA et al., 2004).

Compostos fenilpropandides sdo precursores de uma ampla gama de compostos
fenolicos com diversas fungdes nas plantas (HUANG et al., 2010) e fungbes importantes nas
vérias diferentes vias, como, na defesa da planta contra patdgenos e predadores, na
comunicacgéo e transdugdo de sinal com outros organismos, na protecdo por irradiacdo UV e
como moléculas regulatorias (DIXON e PAIVA, 1995; FERRER et al., 2008; VOGT, 2010).
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Os fenilpropandides séo derivados do &cido cindamico que é formado a partir de uma
fenilalanina. A enzima fenilalanina amonia liase (Phenilalanine ammonia lyase - PAL; EC
4.3.1.5) catalisa a desaminacdo nao-oxidativa da fenilalanina para acido trans-cindmico. Esta
via é precursora de fenilpropanoide e outros importantes hormoénios que se apresentam no
estresse relacionado a patogenicidade, como &cido salicilico, por esta razdo é uma enzima
conhecida como proteina de resposta ao estresse (HUANG et al., 2010; VOGT, 2010).

A atividade da PAL é induzida em resposta a varios estimulos tais como danos/injurias
a tecido, ataque de patdgenos, luz, baixas temperaturas e hormonios. O reforco da resposta
enddgena se da através de enzimas e proteinas de iniUmeros sistemas conhecidas por proteinas
de resposta a patogenicidade (Pathogen related proteins — PR proteinas). A PAL é uma destas,
gue também responde pela inducdo do florescimento em plantas, aumentando sua atividade
(PHIMCHAN et al., 2014; WADA et al., 2014).
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3- MATERIAL E METODOS
3.1 - Cultivo em Viveiro

O experimento foi realizado em viveiro experimental coberto por sombrite na
Universidade Federal do Parand — UFPR, localizada no municipio de Palotina, Parana, Brasil,
no periodo de abril a setembro de 2014, em vasos plasticos com aproximadamente 10 kg de
solo previamente peneirado. O solo utilizado foi um LATOSSOLO VERMELHO, com as
seguintes propriedades quimicas: pH 5,10; P = 4,27 mg dm™; K = 0,29 cmol dm™; Ca** = 4,19
cmol dm™; Mg* = 1,28 cmol dm™; H+Al = 6,43 cmol dm™; AI** = 0,00; Cu = 11,30 mg dm>;
Mn = 56,00 mg dm™; Fe = 45,20 mg dm™; Zn = 4,00 mg dm™; MO = 24,61 g dm™; CTC =
12,19 cmol dm™; SB = 5,76 cmol dm™. Com base nos resultados foi realizada a adubacéo de
base com 400 kg.ha™ de NPK (4-20-20) e calagem com calcario dolomitico, na quantidade de
10 g por vaso.

Foram avaliadas duas cultivares de trigo, CD 104 e CD 120 provenientes do programa
de melhoramento da Cooperativa Central de Pesquisa Agricola — COODETEC, Cascavel/PR.

Foram realizados dois experimentos, um com a cv. CD 104 e outro com a cv. CD 120.
Para cada experimento foi utilizado o delineamento inteiramente ao acaso em esquema
fatorial 4x2, com quatro repeti¢cbes. O primeiro fator refere-se as condi¢des de inoculacdo
com bactéria e/ou fertilizacdo nitrogenada em cobertura: controle, sem inoculagdo com
bactéria e sem adicdo de fertilizante nitrogenado (C); adicdo de fertilizante nitrogenado em
cobertura (N); inoculacdo com bactéria Herbaspirillum seropedicae (Hs) e inoculagdo com a
bactéria combinada com a adicdo de fertilizante nitrogenado (Hs + N), e o segundo fator
refere-se aos estadios fenologicos (perfilhamento e emborrachamento).

Nas condigdes de inoculacdo com a bactéria as sementes antes de serem semeadas
foram embebidas em solucdo salina para que houvesse 10° células da bactéria de H.
seropedicae SmR1 por semente.

Nas condicdes de adicdo de fertilizante nitrogenado foi usado sulfato de aménio
(NH,),SO, na quantidade de 50 kg.ha® de N aplicado em cobertura, no estadio de
perfilhamento (30 dias apds a semeadura).

Os vasos foram dispostos aleatoriamente e foram semeadas 9 sementes por vaso. Ap6s
a emergéncia foi realizado o desbaste, deixando-se cinco plantas por vaso.
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3.2 - Manutencdo e Cultivo da Bactéria H. seropedicae SmR1

A bactéria H. seropedicae SmR1 foi mantida por sucessivas passagens em meio solido
em placa NFb — Malato e mantidas em estufa de crescimento a 28 °C. O inéculo foi preparado
retirando-se uma col6nia da bactéria e transferindo-a para um pré-indculo. Este foi preparado
com 5 mL de meio DIGS (MOUTIA et al., 2003) em tubos falcon de 50 mL e mantidos a 28
°C a 120 rpm em uma incubadora Shaker. Apds 24 h, o crescimento foi quantificado por
turbidimetria em 600 nm. Para o preparo do inéculo 1,0 mL de pré-in6culo, com
aproximadamente 1,0 unidade de densidade ética (D.O), foi transferido para erlenmeyer
contendo 50 mL de meio NFb — Malato liquido por aproximadamente 22 h. O cultivo foi
utilizado para inoculacdo nas sementes de trigo quando atingiu a fase exponencial do
crescimento pela medida da turbidez. Quantidade suficiente de bactérias foram tomadas por
centrifugacdo e o pelete diluido em volume suficiente de solucdo salina para que em 10 uL

estivesse contido 10° células/semente de H. seropedicae SmR1.

3.3- Avaliagdo das atividades enzimaticas: Glutamina Sintetase, Glutamato
Desidrogenase — NADH, Isocitrato Desidrogenase — NADP e Fenilalanina Aménia Liase
(PAL)

O extrato para dosagem das atividades das enzimas glutamina sintetase (GS, E.C.
6.3.1.2), glutamato desidrogenase NADH (GDH NADH, E.C. 1.4.1.2) e isocitrato
desidrogenase NADP (ICDH NADP, E.C. 1.1.1.42), foi preparado com alteragfes (REIS et
al., 2009). A massa fresca de folha (0,5 g) foi pesada para macerar em N, liquido com 1,5 mL
de tampdo de extracdo (Tris-HCI 100 mM pH 7,6, EDTA 5 mM, 1 mM PMSF, 2 mM -
mercaptoetanol e 10% de glicerol). Depois de macerado, foi realizada adi¢cdo de mais 2 mL de
tampdo de extracdo. Apos, o macerado foi centrifugado a 20.000 g/10 min/4 °C por trés
Vezes.

A atividade GS foi determinada pela medida da velocidade de formacdo do y-
glutamilhidroxamato (&cido glutdmico-y-mono-hidroxamato) pela substituicdo do ion aménio
por hidroxilamina (NH,OH) na reacdo de formacao de glutamina (BERNARD et al., 2008).
O ensaio da atividade da amostra foi realizado com 50 mM de Tris-HCI, 80 mM de acido
glutdmico, 6 mM de NH,.OH.HCI, 25 mM de cisteina, 20 mM de Mg.Cl,.6H,0, 8 mM de
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ATP, 4gua e extrato. Para o ensaio da atividade do branco, os constituintes foram o mesmo,
mas sem adicdo de ATP.

A atividade da GDH-NADH foi realizada pelo decaimento progressivo da absorbancia
a 340 nm do NADH, substrato da reacdo (WANG et al., 2007). O ensaio da atividade foi
realizado com 100 mM de Tris-HCI, 100 mM de NH,Cl, 15 mM de a-cetoglutamico, 0,9 mM
de CaCl,, 0,2 mM de NADH, agua e extrato. Para o ensaio do branco, ndo foi acrescentado o
extrato e 0 NADH. O inicio da reacdo se deu com a adi¢do do extrato enzimatico.

A atividade ICDH-NADP foi realizada pelo aumento progressivo da absorbancia pelo
aparecimento na reacdo de NADPH como produto (LETERRIER et al., 2012). O ensaio da
atividade foi realizado com 50 mM de Tris-HCI, 10 mM de &cido isocitrico, 2 mM de MgCls,
0,8 mM de NADP, agua e extrato. Para o ensaio, primeiro foi colocado o extrato para o
branco da reacdo, e a reacio iniciada com a adi¢io de NADP”.

O extrato para determinacéo da atividade fenilalanina amonia liase foi realizado com
modificacbes (KOVACIK e KLEJDUS, 2012). 0,6 g de peso fresco de folhas foram
macerados em 4 ml de tampao borato de s6dio 100 mM, pH 8,8, 2 mM EDTA, 5 mM p-
mercaptoetanol com 0,4 g de polivinilpolipirrolidona (PVPP) e o homogeneizado foi
imediatamente centrifugado a 12.000 g/15 min/4 °C. A determinacdo da atividade consistiu da
mistura de 1600 uL do tampé&o borato de sodio, 600 uL de fenilalanina 50 mM. Os reagentes
foram incubados por 5 minutos a 40 °C. A reacéo foi iniciada com adic¢do do extrato (100 uL)
e permaneceu incubada por 1 hora. A reacgdo foi paralisada pela adigdo de 100 uL de HCI 6 N.
O branco foi feito sem a adicdo de fenilalanina. A quantidade de &cido trans-cindmico
produzido foi determinada a 275 nm. A curva padrdo foi realizada com 0,006 a 0,030 n°
mmols de &cido trans-cinamico nas condic¢6es do ensaio.

Todos o0s extratos dos ensaios enzimaticos tiveram a concentracdo de proteinas
determinada pelo método de Lowry modificado (HARTREE, 1972) usando a Albumina do
Soro Bovino (Fracdo V — BSA) em triplicada de cada amostra e o branco usando o tampé&o de

extracao de cada ensaio.

3.4 - Avaliagdo do Conteudo de Prolina

A quantidade de prolina foi determinada com algumas alteracbes (BATES et al.,
1973). 0,5 g de tecido vegetal fresco foi macerado em 5 ml de solugdo de &cido sulfosalicilico
3% e vortexado. O sobrenadante (250 uL) foi retirado e adicionado 500 pL de &cido acético

glacial e de solucao de ninidrina 2,5% em solucéo de acido acético e acido orto fosforico 6 M,
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6:4 (v/v). Apds, levado a fervura por 1 hora a 100 °C, resfriado em banho de gelo, adicionado
2 mL de tolueno, vortexada e a absorvancia do sobrenadante (de tolueno) lida a 520 nm. O
tolueno foi utilizado como branco para as amostras. A curva padréo foi realizada com 0,05 a

0,5 mM de prolina.

3.5- Avaliacdo do Acido Glioxilico e Aménia

A quantidade de acido glioxilico e aménia foram realizadas com algumas
modificagbes (BRAUTIGAM et al., 2007). Foi macerada 1,2 g de amostra e colocada em 600
uL de HCI 100 mM, seguido de 3000 pL de cloroférmio e centrifugada. A fase aquosa foi
transferida para outro tubo contendo 0,150 g de carvdo ativado, homegeinizada e
centrifugada. O sobrenadante foi usado para quantificacao de acido glioxilico e aménio.

Para quantificacdo do glioxalato, 200 pL do sobrenadante foi tomado e adicionado
mais 700 pL de &gua foi misturado com 100 pL da solucdo de 1% (v/v) de fenilhidrazina em
HCI 100 mM. A reacdo foi incubada a 95°C por 3 min, congelada por 6 min e acidificada com
500 pL HCI concentrado. Uma aliquota de 900 uL foi tomada e oxidada com 100 pL de 1%
KsFe(CN)s em agua. A formacdo de cor foi medida exatamente 6 min apds, a 520 nm. A
curva padréo foi realizada com 2,4 a 14,4 uM de acido glioxilico.

Para quantificacdo de amodnia 50 puL do sobrenadante foi diluido 1:1 (v/v) com 100
mM HCI. Esta solucgéo foi misturada com 1000 pL de fenol 1% e 1,5 mg % de nitroprussiato
de sddio seguida da adicdo de 1000 uL de 1% de hipoclorito de sédio em 1,25 N de NaOH.
As amostras foram incubadas a 30 °C por 45 min e as absorbéncias lidas a 620 nm. A curva

padro foi realizada com 0,11 a 0,44 mM de (NH;"),SO. como padréo.

3.6 - Determinacéo de Nitrogénio Total (NT)

Foram coletadas folhas nos estadios do perfilhamento e emborrachamento para
determinacdo do nitrogénio total (NT). Apds secas em estufa (65 °C), estas foram moidas em
moinho modelo Willey, com peneira de diametro de 1 mm. 200 mg foram tomados e levados
a determinacdo de nitrogénio total pelo método do micro-Kjeldahl (BREMNER e

MULVANEY, 1982). Foram realizadas 5 repeti¢Oes por tratamento para avaliagdo do NT.
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3.7 - Componentes da Producgéo

Ao final do ciclo da cultura foram avaliados o0s seguintes componentes de producéo:
nimero médio de grdos/espiga/planta, nimero de espigas/planta, comprimento da espiga
(cm), peso de 100 sementes (g) e rendimento de grédos. Foram consideradas seis repeticoes e

cada vaso continha trés plantas.
3.8 - Analise Estatistica
Os dados foram avaliados pelo programa Genes (CRUZ, 2006), sendo submetidos a

analise de variancia — ANOVA, e as médias foram comparadas pelo teste Tukey ao nivel de

5% de significancia.
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4 - RESULTADOS

4.1 - AvaliacGes de parametros do metabolismo de carbono e nitrogénio e de respostas

ao estresse

41.1-CD 104

No estadio do perfilhamento observou-se que a atividade da enzima GS na condicéo
de inoculagdo com H. seropedicae combinado com adicdo do fertilizante nitrogenado
mostrou-se estatisticamente superior as demais condi¢cBes. A condicdo de adicdo do
fertilizante nitrogenado, inoculacdo com bactéria e controle ndo diferiram estatisticamente
entre si, indicando sinergia entre o fertilizante e a bactéria. J& em relacdo ao estadio do
emborrachamento observou-se que a atividade da enzima GS na condigéo controle foi maior
que as demais condi¢des. Observa-se que neste estddio todas as condigdes apresentaram
valores de atividade GS menores do que no perfilhamento, exceto a condi¢do controle (Figura
1A).

Para a enzima GDH-NADH, no perfilhamento, a condi¢do controle e a adicdo do
fertilizante nitrogenado foram estatisticamente maiores, enquanto as condi¢cdes com
inoculacdo com H. seropedicae (combinada e ndo combinada com adicdo de fertilizante
nitrogenado) foram menores, apontando diminuicdo da atividade na presenca da bactéria. No
emborrachamento, a atividade desta enzima foi semelhante estatisticamente em quase todas as
condigdes, sendo a condigdo com fertilizante nitrogenado a que possui menor atividade que a
atividade na condicdo da bactéria. Entretanto as atividades no emborrachamento foram
menores aquelas verificadas no estadio do perfilhamento, exceto para a condi¢do da
inoculacdo com a bactéria (Figura 1B).

Em ambos os estddios, a atividade da enzima ICDH-NADP apresentou
comportamento igual para todas as condi¢fes avaliadas. No entanto, observa-se que as
atividades no estadio do perfilhamento sdo maiores aquelas do emborrachamento (Figura 1C).

No perfilhamento, a atividade PAL apresentou nas condi¢Ges controle, adicdo de
fertilizante e inoculacdo com a bactéria valores maiores em relacdo a condicdo combinada de
inoculacdo com a bactéria e adicdo do fertilizante nitrogenado, comportamento inverso ao da
atividade GS. J& no emborrachamento, a atividade PAL foi menor na condicdo com

fertilizante nitrogenado em relacdo as demais, que foram maiores, destacando que neste
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estadio a atividade desta enzima foi maior em relacdo ao perfilhamento, exceto para a
condicdo onde foi usado apenas fertilizante nitrogenado (Figura 1D).

No perfilhamento, as quantidades de prolina nas condi¢cdes onde houve inoculacdo da
bactéria foram estatisticamente maiores que as demais condi¢cdes J& no emborrachamento, o
contetdo de prolina, nas condi¢cdes onde houve inoculagdo com a bactéria combinada com
adicdo do fertilizante nitrogenado foi estatisticamente superior as demais condigdes. O
conteldo de prolina no emborrachamento apresentou valores menores quase em todas as
condigdes em relagdo ao perfilhamento (Figura 2A).

Para o conteudo de acido glioxilico, no perfilhamento, nas condi¢cdes onde a bactéria
estava presente foi maior que o controle e semelhante a condicdo de fertilizante nitrogenado.
O comportamento da atividade GDH nas condi¢Ges foi inverso quando comparado aos
conteddos de prolina e ao contetdo de acido glioxilico. Ja no emborrachamento, o contetdo
de acido glioxilico, nas condi¢bes onde houve inoculagdo com a bactéria combinada com
adicdo do fertilizante nitrogenado, foi estatisticamente superior, em relacdo as demais
condicdes. Os valores de acido glioxilico foram maiores no emborrachamento do que no
perfilhamento, exceto para a condi¢do onde houve a aplicacdo de N (Figura 2B).

A quantidade de nitrogénio total, no perfilhamento, nas condigdes em que ocorreu a
adicdo de fertilizante nitrogenado foram maiores que o controle e a condi¢do com a bactéria,
que apresentou valor ainda menor que a do controle. No emborrachamento, o nitrogénio total
quantificado apresentou maiores valores nas condi¢cdes onde houve adicdo de fertilizante
nitrogenado. Os valores de nitrogénio total no emborrachamento foram menores que o
perfilhamento nas condigdes onde houve adicdo de fertilizante nitrogenado e foram iguais na
condicdo controle e na condi¢do onde houve a inoculacdo com a bactéria (Figura 2C).

O conteudo de amonia apresentou valores maiores somente na condi¢cdo combinada de
inoculacdo com a bactéria e adicdo do fertilizante nitrogenado em relagdo as demais
condigdes. Este resultado apresenta comportamento semelhante ao da atividade GS (Figura
1A) no estadio do perfilhamento. O contetdo de amdnia foi igual para todas as condicGes
avaliadas no estadio do emborrachamento, sendo que neste estadio, o contedo de amdnia foi

menor em relacdo ao do perfilhamento (Figura 2D).
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Figura 1: Atividades especificas das enzimas glutamina sintetase, GS (mmols vy
glutamilhidroxamato/s.mg ptn) x 10° (A); glutamato desidrogenase no sentido da aminagéo
redutiva, GDH-NADH (mmols NAD*/s.mg ptn) x 10" (B); isocitrato desidrogenase NADP
dependente, ICDH- NADP (mmols NADPH/s.mg ptn) x 10’ (C) e fenilalanina aménia liase,
PAL (mols Ac. Cinamico/mgptn.min) x 10* (D) nas fases do  perfilhamento e
emborrachamento do trigo cv. CD 104 nas condigdes, controle (sem inoculagdo ou
fertilizacdo) (C); aplicacdo de fertilizante nitrogenado (N); inoculacdo com bactéria H.
seropedicae (Hs) e inoculagcdo com a mesma bactéria combinada com a adi¢éo de fertilizante
nitrogenado (Hs + N). Cada valor representa a media de quadriplicatas. Valores seguidos
pelas mesmas letras mindsculas, ndo diferem estatisticamente nas condi¢Ges de inoculagdo
e/ou fertilizacgdo no mesmo estadio fenologico e letras maiusculas, ndo diferem
estatisticamente entre os estadios fenoldgicos em cada condicdo de inoculagdo e/ou
fertilizacdo pelo Teste de Tukey (p < 5%).
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Figura 2: Contetdo de prolina (umols/g p.f) (A); acido glioxilico (umols de Ac. Gliox/g p.f) x
10* (B); % nitrogénio total (% NT) (C) e aménia (umols de NH,*/g p.f) (D) nas fases do
perfilhamento e emborrachamento do trigo cv. CD 104 nas condigbes, controle (sem
inoculacdo ou fertilizacdo) (C); aplicacdo de fertilizante nitrogenado (N); inoculacdo com
bactéria H. seropedicae (Hs) e inoculagdo com a mesma bactéria combinada com a adigéo de
fertilizante nitrogenado (Hs + N). Cada valor representa a meédia de quadriplicatas. Valores
seguidos pelas mesmas letras mindsculas, ndo diferem estatisticamente nas condi¢des de
inoculagdo ef/ou fertilizagdo no mesmo estadio fenoldgico e letras maidsculas, ndo diferem
estatisticamente entre os estadios fenoldgicos em cada condicdo de inoculacdo e/ou
fertilizacdo pelo Teste de Tukey (p < 5%).

N Hs Hs+N
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41.2- CD120

No estadio do perfilhamento observou-se que a atividade da enzima GS na condicédo
onde houve adicdo de fertilizante nitrogenado foi estatisticamente superior as demais
condigdes. Ja no estddio do emborrachamento, a atividade da enzima GS na condi¢do onde
houve apenas a inoculacdo da bactéria foi a que apresentou maior valor, diferindo
estatisticamente das demais condi¢des. As atividades do emborrachamento foram menores
que o perfilhamento, exceto a condi¢do de inoculagdo com H. seropedicae onde entre 0s
estadios a condigdo se inverte (Figura 3A).

A atividade da enzima GDH-NADH, no perfilhamento, na condi¢do controle foi
estatisticamente superior as demais condi¢cbes. No emborrachamento, ndo houve diferenca
significativa entre as condicGes. Entretanto as atividades foram maiores no estadio do
emborrachamento em quase todas as condi¢des avaliadas em relacdo ao perfilhamento, exceto
pela condicdo controle onde esse padréo se inverteu (Figura 3B).

No perfilhamento, a enzima ICDH-NADP apresentou comportamento similar ao da
enzima GDH-NADH, onde a atividade foi maior na condi¢cdo controle do que nas demais
condigdes. No emborrachamento, a atividade ICDH-NADP foi estatisticamente maior na
condigdo de inoculacdo combinada com a adicdo de fertilizante nitrogenado em relagdo as
demais condigdes. Essa mesma condicgdo foi estatisticamente superior no emborrachamento
em relacdo ao perfilhamento. Em relagcdo ao controle, este comportamento se inverte (Figura
30).

A atividade PAL, no perfilhamento, em todas as condi¢des foram estatisticamente
iguais. J& no estadio do emborrachamento, a atividade PAL apresentou valor menor na
condicdo onde houve apenas a inoculacdo com a bactéria do que nas demais condicdes.
Entretanto a condicdo combinada de inoculacdo com a bactéria e adicdo do fertilizante
nitrogenado apresentou a maior atividade. No emborrachamento a atividade desta enzima foi
estatisticamente maior na condi¢cdo combinada de fertilizante e inoculacdo com a bactéria, em
relacdo ao perfilhamento (Figura 3D).

A quantidade de prolina, no perfilhamento, foi estatisticamente superior na condi¢do
controle em relacdo as demais condi¢fes. Ja o conteddo de prolina, no emborrachamento,
apresentou maiores valores nas condi¢cdes onde houve inoculagdo com a bactéria (combinada
e ndo combinada com a fertilizacdo). As quantidades de prolina foram maiores em quase
todas as condi¢Ges no emborrachamento em relacdo ao perfilhamento, exceto a condigédo

controle (Figura 4A).
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O contetdo de &cido glioxilico foi igual estatisticamente em todas as condi¢des no
estadio do perfilhamento. No emborrachamento, a quantidade de &cido glioxilico foi maior na
condicdo controle, diferindo estatisticamente das demais. Os valores de &cido glioxilico foram
estatisticamente maiores no emborrachamento do que no perfilhamento (Figura 4B).

No perfilhamento e no emborrachamento, a quantidade de nitrogénio total nas
condigdes em que ocorreu a adigdo de fertilizante nitrogenado ou em combinagcdo com a
bactéria foram maiores que a condicdo de controle e inoculagdo com bactéria. Os valores de
nitrogénio total foram estatisticamente menores no emborrachamento nas condi¢cdes em que
ocorreu a adicéo de fertilizante nitrogenado de forma isolada ou combinado com a inoculagao
da bacteria, em relacéo ao perfilhamento (Figura 4C).

O contetdo de amdnia, no perfilhamento, apresentou maior valor na condicdo onde
apenas fertilizante nitrogenado foi adicionado, semelhante ao comportamento da atividade GS
(Figura 3A). Entretanto na condigdo onde foi inoculada a bactéria o contetido foi ainda menor
comparada a condi¢do controle e na condicdo combinada da inoculagdo com a bactéria e
adicdo de fertilizante nitrogenado. J& no emborrachamento, o contetdo de aménia foi menor
na condicdo controle que as demais condicdes de fertilizacdo e/ou inoculacdo. Este
comportamento se assemelha inversamente ao comportamento observado para o conteudo de
acido glioxilico. O estadio do emborrachamento apresentou menores contetidos de amoénia em
relacdo ao do perfilhamento, exceto para a condi¢do onde foi realizada a inoculagdo com a
bactéria (Figura 4D).
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Figura 3: Atividades especificas das enzimas glutamina sintetase, GS (mmols vy
glutamilhidroxamato/s.mg ptn) x 10° (A); glutamato desidrogenase no sentido da aminagéo
redutiva, GDH-NADH (mmols NAD*/s.mg ptn) x 10 (B): isocitrato desidrogenase NADP
dependente, ICDH- NADP (mmols NADPH/s.mg ptn) x 107 (C) e fenilalanina aménia liase,
PAL (mols Ac. Cinamico/mgptn.min) x 10* (D) nas fases do perfilhamento e
emborrachamento do trigo cv. CD 120 nas condigfes, controle (sem inoculagcdo ou
fertilizacdo) (C); aplicacdo de fertilizante nitrogenado (N); inoculagdo com bactéria H.
seropedicae (Hs) e inoculagcdo com a mesma bactéria combinada com a adicdo de fertilizante
nitrogenado (Hs + N). Cada valor representa a média de quadriplicatas. Valores seguidos
pelas mesmas letras mindsculas, ndo diferem estatisticamente nas condicdes de inoculacéo
e/lou fertilizagio no mesmo estadio fenoldgico e letras maiusculas, ndo diferem
estatisticamente entre os estadios fenologicos em cada condicdo de inoculagdo e/ou
fertilizacéo pelo Teste de Tukey (p < 5%).
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Figura 4: Contetido de prolina (umols/g p.f) (A); acido glioxilico (umols de Ac. Gliox/g p.f) x
10* (B); % nitrogénio total (% NT) (C) e amdnia (umols de NH,*/g p.f) (D) nas fases do
perfilhamento e emborrachamento do trigo cv. CD 120 nas condi¢Ges, controle (sem
inoculacdo ou fertilizacdo) (C); aplicacdo de fertilizante nitrogenado (N); inoculacdo com
bactéria H. seropedicae (Hs) e inoculacdo com a mesma bactéria combinada com a adi¢éo de
fertilizante nitrogenado (Hs + N). Cada valor representa a média de quadriplicatas. Valores
seguidos pelas mesmas letras mindsculas, ndo diferem estatisticamente nas condi¢des de
inoculacdo e/ou fertilizacdo no mesmo estadio fenoldgico e letras maiusculas, ndo diferem
estatisticamente entre os estadios fenoldgicos em cada condicdo de inoculacdo e/ou
fertilizacdo pelo Teste de Tukey (p < 5%).
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4.2 - Componentes da producgéo

Para a cultivar CD 104, observa-se na Tabela 1, que o comprimento da espiga e 0
rendimento de grdos por planta ndo apresentaram diferenca estatistica entre as condi¢des. Por
outro lado, o numero de grdos/espiga/planta e o peso de 100 sementes apresentam valores
menores nas condicdes de fertilizacdo em relagdo ao controle. Para o peso de 100 sementes, as
condicgdes controle e inoculacdo com a bactéria foram estatisticamente superiores as demais.
Apenas a variavel, namero de espigas/planta apresentou valores de incremento positivo nas
condicBes onde houve inoculacdo e também nas condicGes de fertilizagdo nitrogenada quando

comparadas ao controle.

Tabela 1: Componentes da producdo do trigo cv. CD 104 em diferentes condicdes de
inoculacdo e/ou fertilizago.

Condicbes* Numero de Comprimento da NUmero de Peso de 100  Rendimento de gréo
espigas/planta espiga (cm) grdos/espiga/planta  sementes () (g/planta)

C 33 b 99 a 48,2 a 26 a 40 a

N 51 a 10,5 a 38,0 bc 18 b 34 a

Hs 4,1 ab 10,1 a 41,6 ab 25 a 43 a

Hs + N 53 a 10,5 a 314 ¢ 19 b 32 a

“Controle, sem inoculacao ou fertilizacio (C); aplicacéo de fertilizante nitrogenado (N); inoculacio com bactéria
H. seropedicae (Hs) e inoculacdo com a mesma bactéria combinada com a adigéo de fertilizante nitrogenado (Hs
+ N). Cada valor representa média de seis repeticdes. Médias entre condi¢bes foram comparadas pelo Teste de
Tukey com nivel de significancia de 5%.

Tabela 2: Componentes da producdo do trigo cv. CD 120 em diferentes condicdes de
inoculacdo e/ou fertilizagao.

Condicbes* NUmero de Comprimento da NUmero de Peso de 100 Rendimento de gréo
espigas/planta espiga (cm) grdos/espiga/planta  sementes (g) (g/planta)

C 34 b 85 ab 345 a 25 a 24 ¢

N 59 a 89 a 26,4 bc 24 ab 36 ab

Hs 43 b 80 b 31,8 ab 22 b 2,8 bc

Hs+ N 6,8 a 90 a 257 ¢ 24 ab 40 a

*Controle, sem inoculacdo ou fertilizacdo (C); aplicacdo de fertilizante nitrogenado (N); inoculacdo com bactéria
H. seropedicae (Hs) e inoculagdo com a mesma bactéria combinada com a adigdo de fertilizante nitrogenado (Hs
+ N). Cada valor representa média de seis repetigdes. Médias entre condigdes foram comparadas pelo Teste de
Tukey com nivel de significancia de 5%.

Para a cultivar CD 120 observa-se na Tabela 2 que o nuimero de espigas/planta e o
comprimento de espigas somente apresentaram efeito de acréscimo pelo fertilizante
nitrogenado. Entretanto o numero de grdos/espiga/planta, ao contrario apresenta menor

numero nas condi¢bes onde houve fertilizacdo. O nimero de espigas/planta, comprimento de
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espigas, numero de graos/espiga/planta e rendimento de gréos na condi¢do de inoculagdo com
a bactéria foram estatisticamente iguais ao controle.

A variavel peso de 100 sementes teve menor valor apenas na condicdo de inoculagdo com
a bactéria H. seropedicae em relacdo ao controle. O rendimento de grdos mostrou que nas
condigdes onde houve fertilizagdo nitrogenada, os valores foram maiores em relagdo ao

controle.
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5- DISCUSSAO

5.1 - Parametros do metabolismo de carbono e nitrogénio e de respostas ao estresse

Em trigo ja foi avaliada a GS1(citossolica) e foi observado maiores niveis de
transcritos como resposta ao estresse na auséncia de nitrogénio (CAPUTO et al., 2009). Neste
sentido os dados obtidos quando a planta encontrava-se no estadio do emborrachamento para
a cultivar CD 104 e no perfilhamento para a cultivar CD 120 corroboram com estas
observacdes. O aumento de atividade em resposta ao estresse parece estar de acordo com 0
verificado para o estresse salino de menor grau em folhas de trigo. Entretanto quando o
estresse € elevado, a atividade GS é reduzida e entra em substituicdo a enzima glutamato
desidrogenase (NADH-GDH, E.C. 1.4.1.2) para a utilizacdo da aménia e fornecimento de
glutamato na sintese de prolina, importante osmoprotetor (WANG et al., 2007). Os dados
obtidos neste trabalho corroboram somente para o estadio de perfilhamento na cultivar CD
120 apenas na condicdo controle (ndo inoculado ou fertilizado), o que estaria sugerindo alto
indice de estresse nesta cultivar maior do que na cultivar CD 104 nesta condicéo.

O aumento da atividade GS observada nos periodos iniciais do desenvolvimento na
cultivar CD 104 pela infecgéo pode estar relacionado com uma situacdo de estresse suave,
enquanto a atividade da GDH pode ou ndo estar envolvida em uma situagdo de estresse
(Figuras 1A e B).

No estadio do emborrachamento para a cultivar CD 104 a atividade GS foi baixa,
indicando baixo nivel de estresse e relagdo com maior atividade PAL (Figura 1A e D), sendo
que a cultivar CD 120 neste estadio apresentou aumento de atividade GS na condi¢éo onde foi
inoculada a bactéria, 0 que pode indicar baixo nivel de estresse ndo acompanhado com o
aumento das demais enzimas ou diminuicdo pelas demais enzimas (GDH-NADH, ICDH-
NADP ou PAL).

O aumento da atividade GS ndo é visualizado nas condi¢Bes de inoculagdo no
perfilhamento para a cultivar CD 120 (Figura 3A). O efeito da inducdo de cadmio no estresse
oxidativo no crescimento e assimilacdo de nitrogénio em feijao preto também foi estudado.
Das folhas de plantas com 30 dias foram medidas a atividade da enzima GS em diferentes
concentrages de Cd e como resultado foi visualizado que esta enzima ndo aumentou sua
atividade frente a maior concentragcdo de inducdo de Cd, mas sim diminuiu em relagdo ao
controle (MOBIN, 2013).
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As enzimas, glutamina sintetase citossélica (GS1) e glutamato desidrogenase GDH-
NADH tem papel importante na reciclagem de nitrogénio durante situacdes de estresse,
podendo se apresentar como marcadores de estresse oriundo de patdgenos, presenca de acido
salicilico e de espécies reativas de oxigénio envolvidas na mobilizagdo de nitrogénio. Estudos
realizados em folhas de tabaco com trés semanas ap06s infec¢cdo com virus da Gravura do
tabaco e virus Y da batata foi observado que a atividade GS total diminui, entretanto o
transcrito de GS1 aumenta na ordem de quatro vezes com relacdo ao controle, que era apenas
agua e GS2 permanece constante. Neste mesmo experimento ocorre um aumento progressivo
da atividade enzimatica de GS quando folhas de tabaco sdo submetidas a solucéo de 0,1 mM
de &cido salicilico por 5 e 21 horas (PAGEAU et al., 2006).

No estadio do perfilhamento, nas condi¢des onde houve inoculacdo e fertilizacdo, a
cultivar CD 104 apresenta aumento relativo em relacdo a condicdo controle (Figura 1A).
Comparando com os dados de Pageau et al. (2006), ha um pequeno estresse causado pela
inoculacdo da bactéria nos estadios iniciais de desenvolvimento do trigo, sendo comparavel ao
estresse causado em folhas de tabaco com a inoculacdo de agentes patoldgicos. Ja a cultivar
CD 120 nas situacbes de inoculacdo apresenta diminuicdo que ndo é acompanhada de
aumento da GDH-NADH, ocorrendo aumento na atividade apenas na condicdo de
fertilizacéo.

A atividade GDH-NADH no estadio do perfilhamento concorda com o ndo aumento
de atividade em uma situacao de estresse com menor intensidade, como observada em baixa
salinidade (WANG et al., 2007) (Figura 1B). A GDH-NADH de tabaco responde aumentando
sua atividade em situacdo de infeccdo viral que, pela resposta apresentada sugere ser uma
situacdo de estresse de maior intensidade. Folhas de tabaco submetidas a solucdo de acido
salicilico também ndo mostram aumento de atividade, apesar de aumentar seus transcritos
apos 5 e 21 horas (PAGEAU et al., 2006).

Em plantulas de trigo com sete dias de germinacgdo tratadas com niquel, a atividade
GDH-NADH aumentou comparada ao controle. Este trabalho indica o Ni como um agente de
estresse de maior intensidade (GAJEWSKA e SKLODOWSKA, 2009).

Nos estadios iniciais do trigo (perfilhamento), a GDH-NADH néo diferiu entre todas
as condi¢Oes de inoculacao/fertilizacdo (Figura 3B). Em plantulas de cevada com 5 dias de
germinacdo submetidas a estresse salino e diferentes fontes de N, mostrou que a atividade da
GDH-NADH ndo foi afetada pela salinidade quando né&o ocorreu aplicacdo de nenhuma fonte
de nitrogénio (OUNISSI et al., 2015), podendo assim relacionar com o ndo aumento da GDH

na cultivar CD 120 na condi¢do com inoculacdo e fertilizacao nitrogenada.
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No emborrachamento, a cultivar CD 120 também apresenta diferenca na atividade
ICDH-NADP na condi¢do combinada em relacdo a condi¢do de inoculacdo, apontando algum
nivel de estresse, possivelmente atuando como fonte de carbono e reduzindo efeito do estresse
da bactéria como descreve a literatura (ABIKO et al., 2005; MHAMDI et al., 2010) e,
possivelmente promovendo o crescimento.

A atividade ICDH em baixa e alta condigéo de estresse salino descrito por Wang et al.
(2007) aumenta proporcionalmente em plantulas de trigo com uma folha. A ICDH-NADPH é
essencial no controle do balanco redox e contra danos oxidativos por fornecer NADPH. Esta,
além de conectada ao balanco redox também esta ligada ao fornecimento de 2-oxoglutarato
para 0 metabolismo de nitrogénio e formacdo de glutamato e glutamina (MHAMDI e
NOCTOR, 2014). Neste trabalho sdo mostrados altos valores desta enzima em folhas de trigo
no estagio do perfilhamento indicando a percep¢do de desbalanceamento redox. Apesar de
ndo haver diferenca estatistica este dado de ICDH concorda com as variacfes da atividade
PAL para as condigdes, acentuando especialmente a alta da atividade GS, menor atividade
PAL, maior atividade ICDH e maior conteddo de aménia livre na condi¢cdo combinada de
inoculacdo com a bactéria e fertilizacao nitrogenada (Figuras 1 e 2). Na condicao controle, a
atividade da ICDH é maior por fomentar a disponibilidade de carbono (Figura 3A).

Em folhas de pimenta com 30 dias submetidas ao estresse pelo frio (8°C) por 3 dias foi
visualizado que houve aumento na atividade da enzima ICDH-NADP nos primeiros dias, mas
ndo foram observadas mudancas no terceiro dia em relacdo ao controle (0 dias) (AIRAKI et
al., 2012).

A atividade PAL no estadio do emborrachamento foi maior em quase todas as
condigdes (Figura 1D e 3D). Na literatura foi mostrado que a atividade PAL foi maior nos
periodos de florescimento. Estudos mostram que a fase do florescimento de petunia (Ipomoea
nil) a atividade e expressdo da PAL aumentam em resposta a nutri¢cdo deficiente assim como
houve aumento do contetdo de &cido salicilico, promovendo o florescimento. Esta enzima
também responde a outros agentes estressantes, como estresse hidrico e irradiacdo de UV, e
estes na promoc¢do do florescimento (WADA et al., 2014). Porém, para a cv. CD 104 na
condicdo de fertilizacdo a atividade foi baixa.

A inducéo de resisténcia é um dos beneficios das PGPB e neste trabalho a atividade
PAL é aumentada no tratamento com uma PGPB, a H. seropedicae, nos periodos finais do
desenvolvimento (emborrachamento) (Figura 3D). A atividade PAL é aumentada em resposta
a varios agentes de estresse (SCOTT et al., 2004; WADA et al., 2014).
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Diferentes cultivares de pimenta obtiveram a atividade elevada quando as plantas
estavam submetidas ao estresse hidrico em relacdo a plantas ndo submetidas ao estresse
(PHIMCHAN et al., 2014). A PAL esta relacionada a resisténcia imunoldgica em plantas. Em
trigo resistente a infeccdo, a atividade PAL se apresentou maior do que em trigo suscetivel,
inclusive na inoculacdo com fungo. A atividade PAL também € aumentada pela inducéo de
resisténcia de uma PGPB em néspera (WANG et al., 2014). Micro-organismo biocontrolador
como a levedura Rhodosporidium paludigenum promove a inibicdo de doenca fungica em
frutos de mexerica. Quanto maior a expressdo de genes relacionados a defesa, como a PAL e
outras enzimas, menor o0s sintomas da doenca (LU et al., 2014).

Em outro trabalho com plantas de amendoim inoculadas com duas bactérias Bacillus
sp. e Bradyrhizobium sp. na inducdo de resisténcia contra o fungo patogénico Sclerotium
rolfsi, foi avaliada a atividade PAL em 24 h e 30 dias depois da inoculacdo do patogeno.
Relataram que a atividade PAL determinada aos 30 dias foi maior do que as 24 h apos a
inoculacdo do fungo. Nas duas vezes, uma aumento significativo foi observado em plantas
que tinham sido previamente inoculadas apenas com Bacillus sp. ou com a mistura de
bactérias, em comparacdo com as plantas ndo inoculadas pelo patégeno (FIGUEREDO et al.,
2014).

Os indices das atividades da GDH, ICDH e conteudo de prolina, indicam que a
condicdo controle é estressante e que este estresse foi mitigado pela bactéria Herbaspirillum
para a cultivar CD 120.

Estudo em plantulas de trigo na fase inicial de desenvolvimento (14 dias) em cinco
cultivares foi observado aumento do contetdo de prolina em relacdo ao aumento dos niveis de
estresse osmotico aplicado (-2 Bars a -8 Bars), independente da cultivar (QAYYUM et al.,
2011). O aumento do contetdo de prolina na cultivar CD 104 pode estar relacionado a uma
situacdo de estresse causada pela inoculacdo no estadio do perfilhamento, sendo visivel
apenas nas condigdes onde ha presenca da bactéria, ja no estddio do emborrachamento, essa
condigéo passa a ser diferente (Figura 2A).

Na cultivar CD 120 no estadio do perfilhamento, o alto conteudo de prolina no
controle provavelmente pode estar relacionado a planta ter sofrido algum tipo de estresse e
nas demais condi¢bes o contedo € menor, por talvez diminuirem esse estresse causado no
controle (Figura 4A). Esse aumento do conteudo de prolina no controle indica que as plantas
estavam estressadas, concordando assim com a atividade da GDH e ICDH, mas ndo com a
atividade da PAL, apesar da sintese de prolina ser controlada por niveis de &cido salicilico,
produto da PAL (MAUCH-MANI e SLUSARENKO, 1996). Além disso, os baixos niveis de
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prolina e &cido glioxilico concordam e se relacionam com baixos niveis de estresse na
inoculacdo com a bactéria H. seropedicae, mostrando que a bactéria pode mitigar o efeito do
estresse visto no controle para essa cultivar.

Em trabalho realizado a campo com plantas de soja sobre condigdes de estresse
hidrico e inoculagdo em semente e em folhas da combinacéo de duas bactérias diazotrdficas,
Azospirillum brasilense e Azotobacter chrococcum mostrou um aumento no contetdo de
prolina, ja que houve um aumento consideravel tanto nas plantas submetidas ao estresse
hidrico como nas plantas apenas submetidas a inoculacdo comparados com a condicdo
controle (ZAKIKHANI et al., 2012).

O conteudo de prolina em trigo apresentou-se elevado, apenas em trigo que super
expressa um fator de reposta ao etileno induzido por patdégeno (ZHU et al., 2014).

Em cultivares de trigo, nas fases inicias do desenvolvimento, € mostrado o contetdo
de prolina em plantas controle e inoculadas com PGPBs. E em todas as cultivares estudadas o
contedo de prolina apresentou aumento nas plantas inoculadas relativo ao controle,
apontando um nivel de estresse apenas pela inoculagdo (CHAKRABORTY et al., 2013).

Na literatura, outro estudo também relatou que o conteddo de prolina em plantulas de
trigo com quatro semanas sobre condigcdes de estresse causadas por aleloguimicos, como
extratos e pd de plantas, notou-se que os niveis de prolina foram maiores quando as plantas de
trigo estavam submetidas ao tratamento com o pé das folhas de oleandro e nogueria (UNAL,
2013).

Plantulas de duas cultivares de trigo, uma sensivel ao estresse salino e a outra néo,
foram submetidas ao Os. Tais plantas mostraram aumento do conteudo de prolina quando
expostas a O3 no tratamento sem o estresse salino (ZHENG et al., 2014).

Em um trabalho realizado com o intuito de estudar a promocao de tolerancia a estresse
salino e seca através de um fator de transcricdo TaERF3, avaliou a prolina livre de plantas de
trigo com trés folhas da cultivar Yangmai 12 e de linhas transgénicas que tinham o fator de
tolerancia e estavam submetidas a estresse salino de 250 mM NacCl por Oh ou 20 dias. Os
autores relataram que o contetido de prolina foi significantemente maior nas linhas de trigo
que tinham o gene super expresso de tolerancia do que na cultivar selvagem (RONG et al.,
2014).

Plantas de trigo cultivar 711 com 30 dias de desenvolvimento foram estudadas em
relacdo a condicdes de estresse salino de 0 e 100 mM de NaCl e também a aplicacdo exdgena
de H,0O, de 0, 50 e 100 nM. Houve um aumento do conteudo de prolina com aplicacdo de

H.0, nos tratamentos de néo salinidade e de estresse salino comparadas com o controle. Onde
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ndo houve aplicagdo de H,O,, o nivel de prolina foi maior nas plantas que estavam estressadas
em relacdo ao controle (ASHFAQUE et al., 2014).

Em outro trabalho realizado com plantulas de trigo, foi medida a quantidade de prolina
nas folhas e raizes sobre condicdo de estresse por radiagdo UV-B, juntamente com estresse
hidrico e por cAdmio. Nas raizes os valores de prolina foram maiores em relacdo as folhas na
condic&o de estresse hidrico com ou sem o estresse causado por radiacio UV-B (KOVACS et
al., 2014).

O maior nivel de prolina no estddio do emborrachamento da cultivar CD 104 para a
condicdo combinada de inoculagdo e fertilizacdo se relacionam com altos niveis de acido
glioxilico e menor atividade de PAL, podendo estar relacionado com atraso no ciclo
fenoldgico.

Para o conteudo de prolina, a cultivar CD 120 se comportou de maneira diferenciada
em relacdo a cultivar CD 104, ja que ndo apresentou maiores niveis nos estadios iniciais de
desenvolvimento e também nas condig¢Bes de inoculacdo (QAYYUM et al., 2011), que das
cinco cultivares em que foi aplicado estresse hidrico, apenas a cultivar Chakwal-50
apresentou maior conteudo de prolina. Isso pode estar relacionado com o acumulo do
contetdo de prolina a selecao de genotipos tolerantes (VENDRUSCOLO et al., 2007).

Uma cultivar de trigo, com plantulas de apenas oito dias submetidas ao estresse por
calor foi observado que o contetido de prolina era maior no tratamento controle (22°C) em
relacdo aos demais, 30°C, 35°C e 40°C por 2 horas em resposta ao tratamento de choque
térmico, ocorrendo assim uma diminuicao gradual no nivel de prolina (KUMAR et al., 2012),
corroborando assim com a cultivar CD 120 que apresentou nivel de prolina maior na condi¢éo
controle em relagdo as demais no estadio inicial de desenvolvimento.

Em outro trabalho, submeteram a cultivar CD 104 ao estresse hidrico de oito dias e
observaram que o conteudo de prolina era maior nos estddios de emborrachamento,
alongamento e floracdo em relacdo ao perfilhamento em plantas estressadas. Entretanto nédo
foi observada diferenca significativa para o conteddo de prolina em plantas ndo estressadas
(LEMOS et al., 2011). No presente estudo, o alto teor de prolina observado nos tratamentos
com a bactéria no estddio de emborrachamento indica uma percepcdo de estresse, como
observado pela atividade PAL. Tal nivel foi comparavel com o obtido no estresse hidrico no
mesmo estadio (Figura 4A).

No perfilhamento, a ndo percepcdo de qualquer tipo de estresse nessa fase nas
condicdes de inoculacdo e de fertilizacdo, sendo os niveis de prolina tdo baixos em relacdo ao

controle, corrobora com os dados observados por Lemos et al. (2011) em relacdo aos niveis de
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plantas ndo submetidas ao estresse hidrico (Figura 4A). Este resultado concorda com o
observado em trigo no mesmo estadio onde o conteudo de prolina foi menor nas plantas
inoculadas (NAVEED et al., 2014).

O sistema associado a GS/GOGAT é a principal fonte para a sintese de prolina
(WANG et al., 2007). A GS2 ¢ a principal isoforma em folhas de trigo (BERNARD et al.,
2008) e na fotorespiracdo, que é um sistema de escape sob condi¢cdo de estresse,
desempenhando um importante papel na etapa limitante da reassimilacdo do ion amdnio neste
processo (HOSHIDA et al., 2000; BRESTIC et al., 2014). Esta informag&o concorda com 0s
dados crescentes de &cido glioxilico observados no perfilhamento da cultivar CD 104.

Os niveis de acido glioxilico sdo maiores no emborrachamento em relagdo ao
perfilhamento. Este dado pode ser apenas uma resposta do estadio do emborrachamento em
condigOes de estresse, ja que esse estadio antecede o florescimento. Entretanto esse indice
fotorespiratério para as condicOes avaliadas é maior no controle (Figura 4B).

A fotorespiragdo também tem papel importante no metabolismo de nitrogénio. Na
condicdo controle e nas demais condicdes, 0 aumento de acido glioxilico corrobora com a
diminuicdo de aménia no estddio do emborrachamento para as duas cultivares, ja no
perfilhamento ocorre a situacdo oposta. O acido glioxilico e amonia estdo indicando efeito na
fotorespiracdo na condigdo controle da cultivar CD 120, indicando algum nivel de estresse ou
desvio do metabolismo de N. Nas condi¢cbes com adicdo de fertilizante, inoculagdo com a
bactéria e combinada da inoculacdo com fertilizante esse efeito é mitigado.

Um estudo realizado in vitro com a cultivar CD 104 em relacdo a inoculagcdo com a
mesma bactéria mostrou o mesmo efeito, menor contetdo de nitrogénio total na condi¢édo de
inoculacdo (NEIVERTH et al., 2014). Neste estudo esta cultivar foi proposta como uma
cultivar que ndo manteria uma boa associacdo com H. seropedicae. Entretanto, devem ser
consideradas condicdes experimentais diferenciadas, tais como o tipo de solo onde as
comunidades bacterianas se estabeleceram, a composi¢do da matéria organica que foi
utilizada neste trabalho (24,61 g dm™, valor inferior ao apresentado por Neiverth et al., 2014)
e a fonte de N que foi utilizada ser diferente. Pode-se verificar que o contetdo de nitrogénio
total no estadio do emborrachamento foi menor em relacdo ao perfilhamento para as duas
cultivares avaliadas (Figura 2C e 4C).

A cultivar CD 120 na condi¢do combinada fixou a mesma quantidade de nitrogénio
que a condicdo de uso de fertilizante, enquanto que para a cultivar CD 104 foi semelhante
tanto a condicdo de fertilizagdo quanto a condicdo de inoculacdo. E citado na literatura que

em solos ricos em nitrogénio, a FBN diminui ou ndo ocorre (MIA et al., 2010). A FBN néo é
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0 Unico fator da promoc¢do do crescimento. Em cana-de-aglcar, a adicdo de fertilizante
nitrogenado e Acetobacter diazotrophicus PAL5 aumentou o conteldo total de nitrogénio no
final do seu ciclo fenoldgico (SEVILLA et al., 2001). Em tomate é observada a contribuicdo
no teor total de nitrogénio na combinacdo de PGPB e fertilizante nitrogenado (ADESEMOYE
et al., 2009). Resultados em trigo mostram que a associacao de Azospirillum brasilense Sp246
e altos teores de nitrogénio diminuem o contetdo de proteina total e os parametros de
produtividade, tal como observado neste trabalho (OZTURK et al., 2003).

O conteudo de ambnio foi avaliado em folhas de trigo expostas a estresse salino por
diferentes salinidades e foi observado que houve aumento no conteddo de aménio nas
diferentes concentragdes de NaCl em relagéo ao controle, sendo que a concentracdo de 300
mM foi maior que as demais, mostrando assim que a habilidade das plantas de trigo em
assimilar amonio foi reduzida sobre exposicdo a alta salinidade, uma condicdo de estresse
(WANG et al., 2007).

O conteudo de amonio foi avaliado em folhas bandeira de duas cultivares de arroz,
uma selvagem e outra transgénica quando submetidas a estresse hidrico por 3 dias, mas nédo
houve diferenca entre as condicGes onde as plantas foram bem regadas (controle) e quando
estavam em estresse hidrico (REGUERA et al., 2013), podendo assim relacionar ao resultado
encontrado na cultivar CD 104, onde a condicdo controle e a inoculada ndo obtiveram
diferenca, mas sim foram iguais tanto no perfilhamento como no emborrachamento (Figura
2D).

A condicéo de fertilizacao nitrogenada faz com que aumente o contetdo de nitrogénio
total e amonia livre no perfilhamento da cultivar CD 120 (Figura 4C e D). O alto conteudo de
amonia no controle provavelmente é devido ao papel da GDH-NADH e ndo da GS, ja o baixo
conteldo de amonia livre na condicdo de inoculacdo, esta relacionado com a presenca da
bactéria. Nas condi¢Ges onde houve fertilizacdo, o alto contetdo de amonio, corresponde ao
proprio fertilizante nitrogenado.

Estes dados levam a confirmacao de que hd uma percepcao inicial da inoculagdo, mas
que ndo leva a uma efetiva associacdo benéfica da inoculacdo com H. seropedicae em
sementes de trigo da cultivar CD 104 com certa inducdo de estresse e envolvimento no
metabolismo de nitrogénio e que no estadio posteriormente avaliado ndo se percebe
continuidade desta associagdo, possivelmente apenas seus efeitos e recuperagao da planta.

A cultivar CD 120 diferentemente da cv. CD 104 no perfilhamento percebe a

inoculacdo sem demonstrar efeitos de estresse severo e se beneficia em alguns indices pela



36

mitigacdo dos efeitos estressantes observados no controle e no emborrachamento se comporta

diferentemente, aparentemente retardando seu desenvolvimento.

5.2 - Componentes da producéo

O numero de grdos/espiga/planta é afetado pela inoculacdo de modo positivo tanto
para a cultivar CD 104, como para a cultivar CD 120. Apesar do elevado contetdo de
nitrogénio observado quando as plantas estavam nos estadios do perfilhamento e
emborrachamento nas condiges onde o fertilizante nitrogenado foi adicionado, este teve
efeito negativo sobre os pardmetros da producdo para a cultivar CD 104. Este dado j& foi
observado para esta cultivar como uma inibicdo da produtividade por fertilizante nitrogenado
em solo rico em matéria organica (LEMOS et al., 2013; NEIVERTH et al., 2014).

Os efeitos sobre os componentes da producdo contrastam com os efeitos observados
no perfilhamento onde a inoculagdo da bactéria afeta 0 metabolismo de nitrogénio, elicita
proteinas de resposta a patdgenos e indices de estresse como conteido de prolina. Na
literatura € mostrado efeitos sobre os indices de produtividade do uso de PGPB (OZTURK et
al., 2003; CAKMAKCI et al., 2014).

Os genotipos de trigo, em estudos com inoculacdo de PGPB e fertilizagdo nitrogenada
respondem diferentemente aos isolados. A cultivar CD 104 e outras cultivares mostraram
respostas diversas, tendo apresentado aumento no rendimento de grdos quando inoculada na
semeadura com Azospirillum brasilense AbV5 e o teor de matéria organica de 16,4 g dm™. Ja
a cultivar CD 150 ndo apresentou resposta significativa (LEMOS et al., 2013). Em outro
trabalho a cultivar CD 150 apresenta a mesma resposta quanto a rendimento de gréos no
controle e com inoculacdo com Azospirillum brasilense. Entretanto a adicdo de fertilizante
nitrogenado proporcionou maior rendimento de graos. Cabe ressaltar a baixa matéria organica
de 12,3 g dm™ (RODRIGUES et al., 2014).

No presente trabalho é possivel observar que a cultivar CD 104 ndo associa, porém
com os efeitos na promocgdo do crescimento como ja observado (NEIVERTH et al., 2014).
Entretanto atesta que a bactéria é percebida pela planta. Ocorre efeito interessante nos
componentes de produtividade que é a diminuigcdo destes em funcdo da fonte do fertilizante
usado.

Raizes de plantulas de 3 dias da cultivar CD 104 foram avaliadas frente a interagdo
com Azospirillum brasilense, e efeitos interativos foram observados como genes relacionados

a absorcdo de nitrogénio, assimilacdo de nitrogénio, entre outros (CAMILIOS-NETO et al.,
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2014). Entretanto a partir de experimentos in vitro ndo foi possivel obter respostas definitivas
para indicacdo do uso destas PGPB como inoculantes sem a avaliacdo final da interacdo do
solo e a produtividade alcancada.

Outro estudo foi realizado sobre condi¢fes de estufa, com o intuito de avaliar 15
bactérias promotoras do crescimento vegetal e se essas possuiam o potencial para promover o
crescimento e também o rendimento em trigo. Foi relatado que somente uma das 15 bactérias,
a bactéria Ps. fluorescens cepa MKB37 pode melhorar o rendimento do trigo em relacdo ao
aumento do peso de grdos, levando em considerac¢ao que no solo ndo foi adicionado nenhum
fertilizante quimico e que a MO= 7,5%, mesmo com um teor de matéria orgénica baixo e sem
aplicacdo de fertilizante, ainda houve promocéo do crescimento (SMYTH et al., 2011).

Neste trabalho, as duas cultivares, tanto a CD 104 quanto a CD 120 n&o obtiveram
beneficio em produtividade consideravel. Entretanto a CD 120 na variavel de rendimento de
grdo (g/planta), na condicdo combinada de inoculacéo e fertilizacdo demonstraram vantagem
na associacdo com a bactéria e relacionado com maiores valores de atividade de PAL e

ICDH- NADP e menor valor de GS no emborrachamento.
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6 - CONCLUSAO

As cultivares de trigo CD 104 e CD 120 apresentaram interacdo com a H. seropedicae
nos dois estadios de desenvolvimento do trigo.

A interacdo é percebida de modo diferente em termos de estresse e metabolismo de
nitrogénio para as cultivares estudadas e em estadios diferentes.

A interacdo da bactéria, na cultivar CD 120 aparentemente diminuiu os efeitos do
estresse inicial da interacdo enquanto que a cultivar CD 104 ndo.

O metabolismo de carbono e nitrogénio esta relacionado com indices de estresse
relacionados com a infeccdo por H. seropedicae para associacdo benéfica, entretanto esta
associacdo é dependente da cultivar e do meio.

A bactéria H. seropedicae, capaz de associar beneficamente com trigo também
apresenta padrdo semelhante de interferéncia do metabolismo de carbono e nitrogénio e
indices de estresse.

Os componentes de producdo nas condicOes experimentais ndo foram significativos
para demonstrar efeito deletério para as cultivares estudadas. A cultivar CD 120, tratada com
fertilizante nitrogenado apresentou dados sugestivos, demonstrando que a mitigagdo do
estresse pela bactéria no estadio de emborrachamento é uma associagdo benéfica.

Os resultados deste trabalho podem ser ainda mais explorados, possivelmente com
emprego de analises de correlacdo e outros métodos de analise. Como tem indicado a
literatura 0 metabolismo de nitrogénio e as suas associacfes devem ser ainda alvo de muitos

estudos.
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